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Resumo 
 
A esclerose múltipla (EM) é uma doença inflamatória crônica de origem autoimune 
que afeta o sistema nervoso central (SNC), provocando disfunções neurológicas em 
decorrência de desmielinização axonal, principalmente na substância branca dos órgãos do 
SNC. A doença acomete mais de 2 milhões de pessoas no mundo todo e não tem cura. As 
abordagens terapêuticas utilizadas com sucesso consistem na aplicação de anticorpos 
monoclonais, citocinas imunomoduladoras e fármacos anti-inflamatórios. Ainda assim, tais 
estratégias são dependentes de produtos de alto custo e toxicidade. A utilização de fármacos 
antimaláricos no tratamento da Encefalomielite Autoimune Experimental (EAE, modelo 
experimental de EM), como cloroquina e diidroartemisinina, tem apresentado resultados 
promissores na atenuação do quadro clínico dos camundongos; entretanto, os efeitos 
tóxicos dessas substâncias constituem um importante fator limitante para a utilização 
clínica. Neste sentido, o presente trabalho teve por objetivo caracterizar os efeitos 
terapêuticos da primaquina (PQ), um fármaco antimalárico análogo à cloroquina mas com 
toxicidade reduzida, na EAE em camundongos C57BL/6. Para tanto, camundongos foram 
tratados com PQ por via intraperitoneal (i.p.) por cinco dias consecutivos e os efeitos da 
administração direta foram avaliados sobre as subpopulações de linfócitos T esplênicos. 
Semelhantemente, camundongos portadores de EAE foram tratados com PQ como acima e 
o desenvolvimento da doença foi avaliado. Os resultados obtidos mostraram uma redução 
significativa na severidade da EAE em camundongos tratados com primaquina em 
comparação com animais pertencentes ao grupo controle. A melhora no quadro clínico se 
correlacionou com (i) aumento na expressão de genes de citocinas anti-inflamatórias e 
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decréscimo na expressão de genes de citocinas inflamatórias, (ii) redução na ativação de 
micróglia e (iii) diminuição da reatividade glial no SNC de camundongos tratados com PQ 
em relação aos não tratados. Também se verificou um aumento na frequência de células T 
reguladoras em baços de camundongos tratados com PQ. Posteriormente, células T 
reguladoras (Treg, CD4
+
CD25
+
) e células T efetoras (CD4
+
CD25
-
) foram isoladas de baços 
de camundongos tratados com PQ e transferidas adotivamente a camundongos portadores 
de EAE. Foi observada uma redução na severidade da EAE em camundongos recipientes de 
células Treg em comparação com camundongos recipientes de células T efetoras. De forma 
semelhante ao observado em camundongos tratados diretamente com PQ, a menor 
severidade da EAE se correlacionou com redução na expressão de mediadores 
inflamatórios e de reatividade glial no SNC. A capacidade imunossupressora de PQ foi 
avaliada também. Neste sentido, células dendríticas (DCs) diferenciadas a partir de 
precursores de medula óssea foram tratadas com PQ e avaliadas quanto ao seu perfil 
fenotípico e funcional. Observou-se uma redução na expressão de marcadores de maturação 
de DCs tratadas com PQ (DC-PQ) em comparação às células não tratadas (DC-PBS). A 
transferência adotiva de DC-PQ resultou na redução do quadro clínico de EAE. Os 
resultados obtidos nesse trabalho permitem concluir que a primaquina é um fármaco eficaz 
na atenuação dos sintomas da EAE por meio da modulação de componentes celulares e 
moleculares do sistema imune. 
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Abstract 
 
Multiple sclerosis (MS) is an autoimmune chronic inflammatory disease that affects 
the central nervous system (CNS) causing neurological disorders arised from axonal 
demyelination, particularly in the white matter of the CNS organs. The disease affects more 
than 2 million people worldwide and still has no cure. The successfully used therapeutic 
approaches consist in the application of monoclonal antibodies, immunomodulatory 
cytokines and anti-inflammatory drugs. Still, such strategies are dependent on expensive 
and toxic drugs. The use of antimalarial drugs in the treatment of experimental autoimmune 
encephalomyelitis (EAE, experimental model of MS), such as chloroquine and 
dihydroartemisinin, has shown promising results in attenuation of the clinical signs of mice; 
however, the toxic effects of these substances are an important limiting factor for clinical 
use. In this sense, this study aimed to characterize the therapeutic effects of primaquine 
(PQ), an antimalarial drug analog to chloroquine but with reduced toxicity, in EAE in 
C57BL/6 mice. To this end, mice were treated with PQ intraperitoneally (i.p.) for five 
consecutive days, and the effects of direct administration were evaluated on spleen T 
lymphocyte subpopulations. Similarly, mice bearing EAE were treated with PQ as above, 
and disease development was evaluated. The results showed a significant reduction in the 
severity of EAE in mice treated with primaquine compared to animals in the control group. 
Amelioration of the clinical signs was correlated with (i) an increase in gene expression of 
anti-inflammatory cytokines and decrease in gene expression of inflammatory cytokines, 
(ii) reduction in microglia activation and (iii) the decreased CNS glial reactivity in mice 
treated with PQ compared to untreated group. There was also an increase in the frequency 
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of regulatory T cells in the spleens of mice treated with PQ. Subsequently, regulatory T 
cells (Tregs, CD4
+
CD25
+
) and effector T cells (CD4
+
CD25
-
) were isolated from spleens of 
mice treated with PQ, and adoptively transferred to mice with EAE. It was observed a 
reduction in the severity of EAE in mice recipients of Treg cells compared to mice 
recipients of effector T cells. Similarly to what was observed in mice directly treated with 
PQ, the lower severity of EAE was correlated with a reduction in the expression of 
inflammatory mediators and glial reactivity in the CNS. The immunosuppressive capacity 
of PQ was evaluated as well. In this regard, dendritic cells (DCs) differentiated from bone 
marrow precursors were treated with PQ and assessed for phenotypic and functional 
profile. It was observed a reduction in the expression of DC maturation markers treated 
with PQ (DC-PQ) compared to untreated cells (DC-PBS). The adoptive transfer of DC-PQ 
resulted in the reduction of the clinical signs of EAE. The results of this work have shown 
that primaquine is an effective drug in ameliorating the symptoms of EAE through 
modulation of cellular and molecular components of the immune system. 
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O sistema imunológico em vertebrados é dotado da capacidade de responder a 
antígenos proteicos de origem externa ao organismo. De modo semelhante, o sistema deve 
ser capaz de reconhecer e distinguir antígenos próprios dos não-próprios e orquestrar ações 
distintas, seja de eliminação ou tolerância, para cada tipo de antígeno. As células do sistema 
imune envolvidas na imunidade adaptativa são, principalmente, os linfócitos. Durante seu 
desenvolvimento, os linfócitos são apresentados a diversas estruturas proteicas que refletem 
a variedade antigênica do próprio organismo. Neste caso, as células com auto-
reconhecimento exacerbado são eliminadas no processo de tolerância central. Linfócitos T 
são maturados no timo e linfócitos B na medula óssea. A maturação de linfócitos T inicia-
se com a migração de células precursoras da linhagem linfoide provenientes da medula 
óssea para o timo, um órgão localizado no mediastino da cavidade torácica, onde essas 
células são chamadas de timócitos. Elas passam por um processo de maturação que 
acompanha sua migração desde a região cortical até a medula tímica (Malissen et al., 
2014). Nesse processo, a interação com alta afinidade entre o receptor de células T (TCR, 
do inglês T cell receptor) dos timócitos em desenvolvimento e antígenos próprios 
associados ao complexo principal de histocompatibilidade (MHC, do inglês Major 
Histocompatibility Complex) de classes I e II promove a eliminação dos clones linfocitários 
autorreativos, em um processo conhecido como seleção negativa. Quando os mecanismos 
de seleção negativa falham, ocorre a sobrevivência de linfócitos autorreativos que podem 
provocar reações autoimunes (Cheng et al., 2007; Klein et al., 2014). 
A esclerose múltipla (EM) é uma doença autoimune que afeta o sistema nervoso 
central (SNC). Uma ampla variedade de sintomas neurológicos, que incluem mas não se 
limitam a perda de sensibilidade tátil, dores, fadiga, espasmos e sinais de Lhermitte 
(sensação de corrente elétrica atravessando a coluna ou os membros) são observados nos 
4 
 
pacientes. Os sinais clínicos podem progredir a dificuldades na fala, no equilíbrio e na 
deglutição, além de restrições motoras recorrentes ou permanentes (Compston e Coles, 
2002). Os sintomas da EM decorrem da infiltração de células do sistema imune no SNC 
através da barreira hematoencefálica e da quebra da tolerância a autoantígenos presentes na 
bainha de mielina que recobrem os axônios. A EM é a doença neurológica não infecciosa 
mais frequente no mundo, afetando mais de 2,3 milhões de pessoas, em sua maioria jovens 
adultos (Antel et al., 2012). 
A forma mais comum de manifestação da doença (com 85% dos casos novos) é a 
esclerose múltipla remitente recorrente (EMRR), caracterizada por ciclos sucessivos de 
surto e remissão completa ou parcial. A incidência de EMRR é de duas mulheres para cada 
homem afligido e tem sido diagnosticada, em média, até os 30 anos de idade segundo 
levantamento realizado em 2013 pela OMS em conjunto com a Federação Internacional de 
Esclerose Múltipla. Estima-se que até dois terços dos portadores de EMSR evoluam para 
um quadro de esclerose múltipla progressiva secundária (EMPS), caracterizada por quadro 
clínico com piora contínua, sem episódios de remissão (Atlas of MS, 2013). 
A análise histopatológica ou por ressonância magnética do SNC de pacientes 
portadores de EM revela a presença de placas escleróticas em vários pontos, sobretudo na 
substância branca, onde se situam grande parte dos axônios mielinizados. Tais placas são 
formadas pela redução na quantidade de neurônios e da destruição da bainha de mielina 
(Compston e Coles, 2002). A bainha de mielina é uma estrutura proteolipídica que recobre 
os axônios de algumas células nervosas, e é formada por extensões de oligodendrócitos no 
SNC ou de células de Schwann no sistema nervoso periférico. Nas regiões do axônio 
isoladas eletricamente pela bainha de mielina, não ocorrem trocas iônicas diretas com o 
meio extracelular, o que permite uma condução saltatória do impulso nervoso entre os 
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nódulos de Ranvier. Dessa forma, além de o impulso ganhar até cem vezes mais 
velocidade, a diferença de potencial entre os meios intra e extracelular não diminui 
consideravelmente ao longo de sua passagem pelos axônios mielinizados (Guleria e Kelly, 
2014). Neste sentido, a quebra ou lesão da bainha de mielina promove alteração na 
condução de sinais entre os neurônios, o que propicia o desenvolvimento dos sinais clínicos 
da EM. 
Existe uma correlação positiva entre a incidência de EM e a expressão de alguns 
alelos de Antígenos Leucocitários Humanos (HLA). Foi observada uma maior incidência 
de EM em populações caucasianas portadoras do haplótipo HLA-DRB1*15:01, ao passo 
que populações com haplótipo HLA-A201 apresentam menor incidência (Greer, 2014). 
Diferenças hormonais entre os gêneros podem contribuir para o aparecimento da doença. 
Além disso, outros fatores ajudam a entender a incidência maior em mulheres do que 
em homens (Bove e Chitnis, 2014), dentre os quais se destacam as perturbações 
ambientais, como: menor exposição à luz do sol, tabagismo e infecções. Infecções virais 
ou bacterianas podem induzir uma reação autoimune resultante de mimetismo 
molecular. Por outro lado, a ausência de infecções na infância pode aumentar a 
propensão a alergias e doenças autoimunes, como a EM, em adultos (Sospedra e 
Martin, 2005). 
Embora a interação complexa entre fatores genéticos e ambientais dificulte o 
entendimento das causas da EM, têm-se conseguido muitos avanços na elucidação de sua 
patogênese nas últimas décadas graças ao uso de modelos animais que mimetizam algumas 
características da doença. O modelo mais utilizado de doença desmielinizante de natureza 
autoimune é a encefalomielite autoimune experimental (EAE), que pode ser induzida em 
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várias espécies de animais, como primatas, aves e ratos. Entretanto, o camundongo 
C57BL/6 se consolidou como um modelo clássico de EAE (Krishnamoorthy e Wekerle, 
2009; Bittner et al., 2014). 
A EAE pode ser induzida de forma ativa e passiva. A imunização ativa é obtida pela 
injeção subcutânea de uma emulsão contendo adjuvante e antígeno derivado da mielina, 
como a proteína proteolipídica (PLP) a proteína básica da mielina (MBP) ou a glicoproteína 
de oligodendrócitos de mielina (MOG). As diferentes combinações entre neuroantígeno e 
linhagem do modelo animal utilizado determinam se a doença vai se manifestar na forma 
aguda, remitente ou crônica progressiva. Por exemplo, a injeção da emulsão de um 
fragmento antigênico de MOG (MOG35-55) associado com adjuvante completo de Freund 
(CFA) seguida de duas doses intraperitoneais de toxina de Pertussis (Ptx) induz uma EAE 
caracteristicamente aguda e autolimitada em camundongos C57BL/6. A resposta 
imunológica nesse modelo é mediada principalmente por linfócitos T CD4
+
, com menor 
participação de células B e T CD8
+
 (Bittner et al., 2014). A EAE passiva é obtida pela 
transferência adotiva a camundongos naïve de suspensão celular enriquecida em linfócitos 
T encefalitogênicos obtidos de camundongos imunizados como acima. 
Recentemente, fármacos utilizados na eliminação de protozoários causadores de 
malária têm sido testados com sucesso no tratamento da EAE. Por exemplo, Zhao e 
colaboradores (2012) mostraram que a administração do antimalárico diidroartemisinina 
em camundongos portadores de EAE melhora seu quadro clínico por meio da supressão da 
via do mTOR, causando uma redução na diferenciação de células Th1 e Th17 e uma 
expansão de células Treg na periferia (Zhao et al., 2012). Outro exemplo é a cloroquina, 
uma também utilizada no controle da infecção por plasmódio. Nosso grupo mostrou que o 
tratamento com o fármaco antes ou depois da indução de EAE também atenua sua 
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severidade, por meio da expansão de células Treg (Thome, Moraes, et al., 2013). Foi 
mostrado também que DCs tratadas com cloroquina apresentam alterações morfológicas 
importantes, como redução dos prolongamentos celulares e diminuição da expressão de 
moléculas envolvidas na apresentação de antígenos a linfócitos T, e apresentam uma menor 
produção de óxido nítrico. Esses achados sugerem que essas células dendríticas podem 
exercer alguma participação na modulação das respostas imunes no modelo de 
neuroinflamação (Thome, Issayama, Digangi, et al., 2014). 
Apesar do baixo custo, sabe-se há algumas décadas que a cloroquina apresenta certa 
toxicidade, especialmente no epitélio da retina (Bernstein, 1967; Petrohelos, 1974; Bentsi-
Enchill, 1980; Puavilai et al., 1999; Sundelin e Terman, 2002; Mavrikakis et al., 2003; 
Tzekov, 2005). Diante disso, o emprego de antimaláricos no tratamento da EAE necessita 
de alternativas eficientes porém menos tóxicas. A primaquina (PQ) é um antimalárico cuja 
estrutura química é análoga à da cloroquina – pertencem ao grupo das 8-aminoquinolinas e 
4-aminoquinolinas, respectivamente. A baixa toxicidade desse fármaco o torna um bom 
candidato ao tratamento de neuroinflamação autoimune experimental. Neste contexto, o 
objetivo do presente trabalho foi caracterizar o efeito terapêutico da primaquina sobre o 
curso e severidade da Encefalomielite Autoimune Experimental. 
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Esclerose múltipla 
 
A esclerose múltipla (EM) é uma doença humana crônica de natureza inflamatória 
que afeta o sistema nervoso central (SNC) e é caracterizada pela presença de focos de 
desmielinização e lesão axonal distribuídos principalmente na substância branca encefálica 
e espinal, além da presença de infiltrados leucocitários, anticorpos e proteínas do sistema 
complemento (Noseworthy et al., 2000; Mathur et al., 2014). É a doença neurológica não 
traumática mais comum nos Estados Unidos e Europa, acometendo cerca de 2,3 milhões de 
pessoas no mundo todo, em sua maioria mulheres, e os primeiros sintomas aparecem antes 
dos 30 anos de idade, como fadiga e degeneração das funções motora, sensorial e mental 
(Bol et al., 2012; Ms, 2013; Palmer, 2013). Ela é caracterizada pela organização de uma 
resposta autoimune contra antígenos da bainha de mielina que recobre os axônios de alguns 
neurônios, e é mediada principalmente por linfócitos T CD4
+
 autorreativos capazes de 
atravessar a barreira hematoencefálica e acessar o SNC (Compston e Coles, 2002; Haegert, 
2011; Dutta e Trapp, 2014). 
No momento do diagnóstico, 85% dos pacientes apresentam os sintomas na forma 
de surtos seguidos de melhora clínica em ciclos de duração irregular, que ocorrem por 
conta da capacidade de remielinização que o neurônio apresenta. Essa condição é 
conhecida como esclerose múltipla surto remissão (EMRR). Posteriormente, a maior parte 
desses indivíduos evolui para a forma progressiva secundária da doença, na qual as lesões 
na mielina e nos axônios são permanentes, e os episódios de melhora clínica cessam. Há 
ainda a forma progressiva primária, na qual o agravamento contínuo do quadro clínico 
ocorre desde o aparecimento dos primeiros sintomas (Dutta e Trapp, 2014). 
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A etiologia na EM ainda não foi totalmente elucidada, embora se admita que vários 
fatores interajam para provocar a doença. Sua incidência é menor em países tropicais, e 
tende a ser maior nas regiões com maior latitude. Por exemplo, em 2013 o Equador 
registrou uma média de 3,2 pessoas portadoras de EM para cada 100 mil habitantes, 
enquanto na Argentina e na Suécia esse índice foi para 18 e 189, respectivamente (Evans et 
al., 2013; Ms, 2013). Essa observação pode ser parcialmente explicada por estudos recentes 
que têm mostrado os efeitos da vitamina D, cuja biossíntese é desencadeada pelos raios 
UVB do sol, na modulação da resposta imune. Mahon e colaboradores (2003) identificaram 
um aumento significativo na produção de TNF-β1, uma citocina que inibe a resposta imune 
mediada por células T, em pacientes portadores da doença que foram submetidos a uma 
suplementação dessa vitamina (Mahon et al., 2003). Estudos subsequentes mostraram que o 
calcitriol, um subproduto do metabolismo de vitamina D, exerce efeitos imunomoduladores 
em pacientes com EM, tais como inibir o desenvolvimento de células produtoras de IL-6 e 
IL-17, aumentar a frequência de células T reguladoras (Treg) e a produção de IL-10 
(Correale et al., 2009). Outros resultados em concordância com essas observações também 
foram encontrados tanto em experimentos in vitro, mostrando que a vitamina D suprime a 
maturação de células dendríticas e a reatividade de células T reativas a antígenos da 
mielina, quanto em modelos experimentais de EM, mostrando o efeito preventivo e 
curativo do calcitriol (Lemire e Archer, 1991; Cantorna, 2006). Em conjunto, esses 
resultados mostram que a vitamina D exerce um efeito protetor para a EM, o que ajuda a 
explicar o gradiente latitudinal de incidência dessa doença, uma vez que as regiões mais 
próximas à linha do equador estão mais expostas à luz solar.  
A população dos países em desenvolvimento situados em baixa latitude está exposta 
também a um número maior de infecções durante a infância. Assim como a maior 
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exposição ao sol, esse pode ser outro fator que colabora com a menor incidência de reações 
alérgicas e doenças autoimunes. Em países industrializados, a melhoria na qualidade vida 
após a revolução industrial por meio, por exemplo, da descontaminação de água, 
pasteurização de laticínios, vacinação infantil e utilização de antibióticos provocou uma 
redução drástica nos casos de infecções comuns, como o vírus da hepatite A e helmintos, 
em paralelo com uma incidência progressiva de doenças autoimunes, como diabetes tipo 1 
e esclerose múltipla, e alérgicas, como asma e rinite alérgica (Strachan, 1989; Isaac, 1998; 
Bach, 2002). Curiosamente, os países deficientes em políticas de saúde pública eficazes 
mantiveram estáveis os índices desse tipo de distúrbio imunológico, sugerindo que alguns 
agentes infecciosos podem exercer um efeito protetor em doenças relacionadas ao sistema 
imune; essa proposição é conhecida como “hipótese da higiene” (Zaccone et al., 2006; 
Okada et al., 2010). Acredita-se que o pouco contato durante a infância com antígenos 
infecciosos, no caso de países desenvolvidos, coíba a produção de uma resposta do tipo 
Th1, mediada por citocinas inflamatórias como IL-2, IFN-γ e TNF-α, e portanto desvie o 
sistema imune para um perfil Th2, caracterizado pela produção de anticorpos IgE e 
citocinas como IL-4, IL-5, IL-6 e IL-13. Na ausência de estímulo e em condições 
específicas, o excesso de ativação Th2 pode gerar alergias. No cenário oposto, ou seja, em 
regiões onde os indivíduos entram em contato com uma ampla gama de agentes infecciosos 
desde a infância, a reação alérgica é reprimida a despeito de uma resposta inflamatória Th1. 
Entretanto, essa explicação falha quanto à autoimunidade, uma vez que essa é mediada 
geralmente por uma resposta Th1, ao contrário da reação alérgica. Outra possível 
explicação para a hipótese da higiene que supera esse problema é a chamada competição 
antigênica, na qual a resposta imune contra um agente infeccioso altamente imunogênico 
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inibe a resposta contra outros antígenos menos responsivos, como alérgenos e 
autoantígenos (Fleming e Cook, 2006; Okada et al., 2010). 
Além dos fatores ambientais, a incidência da EM também é influenciada pelo 
background genético. O principal alelo associado à doença é o HLA-DRB1*1501, contido 
no locus do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de classe II e que pode 
aumentar em até três vezes a predisposição para desenvolver a doença (Lill, 2014). A partir 
de estudos de associação genômica ampla (GWAS, Genone-wide association studies), uma 
tecnologia que analisa polimorfismos genéticos em larga escala a fim de correlacioná-los à 
incidência de uma característica específica (nesse caso, a EM), foram identificados outros 
alelos que podem estar associados ao risco de se desenvolver a doença, como o 
DRB1*0301 e o DRB1*1303, bem como alelos que conferem resistência, como o HLA-
A*0201 (Sawcer et al., 2011; Lill, 2014). Também foram identificadas mutações de um 
único nucleotídeo (SNPs, single nucleotide polimorphisms) em genes que não pertencem ao 
MHC, como o receptor de IL-7 e a cadeia alfa do receptor de IL-2, também chamada de 
CD25. De fato, o daclizumab, um anticorpo monoclonal humanizado específico para CD25, 
está em fase de testes clínicos para aplicação no tratamento de EM (Hoffjan e Akkad, 2010; 
Barkhof e Ciccarelli, 2014). Portanto, o aprimoramento das análises genômicas em larga 
escala é uma importante ferramenta tanto para o entendimento da patogênese da EM quanto 
para seu progresso terapêutico. 
 
Abordagens terapêuticas clínicas 
 
As estratégias terapêuticas empregadas no tratamento da EM têm enfoque na 
amenização dos sintomas e retardo da progressão da doença. O tratamento em pacientes 
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portadores de EMSR tem demonstrado efeitos promissores e satisfatórios, ao passo que 
portadores das formas mais agressivas de EM tendem a desenvolver resistência aos regimes 
de administração dos compostos farmacêuticos. Os medicamentos atualmente utilizados 
podem ser divididos em três classes: citocinas imunomoduladoras, fármacos anti-
inflamatórios, e anticorpos monoclonais. O acetato de glatirâmer (GA, do inglês Glatiramer 
Acetate), inicialmente chamado de copolímero-1, é uma mistura de peptídeos sintéticos de 
composição aleatória formada por L-alanina, L-lisina, L-glutamato e L-tirosina, na proporção 
de 4,2:3,4:1,4:1, respectivamente, em cadeias variando de 40 a 90 aminoácidos (Dhib-
Jalbut, 2003). Curiosamente, ele foi desenvolvido para mimetizar a proteína básica da 
mielina (MBP, do inglês Myelin Basic Protein) e induzir a encefalomielite autoimune 
experimental (EAE). Além de falhar no seu objetivo inicial, o GA reduziu a severidade da 
EAE quando administrado em conjunto com a MPB e o Adjuvante Completo de Freund 
(CFA, do inglês Complete Freund Adjuvant) (Teitelbaum et al., 1971), e posteriormente se 
mostrou eficiente mesmo quando em EAE induzida por outros antígenos, como MOG 
(Ben-Nun et al., 1996) e PLP (Teitelbaum et al., 1996). Até hoje o GA é utilizado com a 
finalidade de competir com a proteína básica da mielina pela ligação aos receptores de 
linfócitos T (TCRs, do inglês T-Cell Receptor) encefalitogênicos e sua administração 
subcutânea de fato reduziu a severidade da doença em pacientes manifestando a fase de 
surto-remissão da doença (Goldenberg, 2012).  
Atualmente, o tratamento de primeira linha na EMSR é a administração de 
interferon β recombinante. Tal abordagem teve início a partir de observações clínicas onde 
a resposta autoimune contra antígenos da mielina poderia estar relacionada a uma possível 
reatividade cruzada desencadeada por epítopos virais, como os do vírus Epstein-Barr 
(Ufret-Vincenty et al., 1998; Lang et al., 2002), que permanece latente nos linfócitos B 
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humanos. A presença desse vírus no plasma pode ser um fator de risco para a EM, o que 
motivou a realização de testes com interferons dos tipos I e II no tratamento da doença 
(Annibali et al., 2014), uma vez que eles promovem uma resposta imune antiviral. Foram 
testados os interferons γ, α e β, e esse último apresentou uma maior eficácia na diminuição 
da incidência de surtos com efeitos colaterais aceitáveis, como leucopenia, alterações na 
tireoide e alteração das funções hepáticas. O IFN- β hoje é indicado para pacientes 
intolerantes ao GA, representando um grande avanço no tratamento da doença, embora 
cerca de 40% dos pacientes não respondam ao tratamento (Rudick et al., 2004; Goldenberg, 
2012).  
Alternativamente, o primeiro fármaco administrado por via oral aprovado pela FDA 
(Food and Drug Administration) foi o fingolimode. Essa forma de administração 
medicamentosa representou uma melhora na aderência dos pacientes ao tratamento, uma 
vez que ambos o IFN- β e o GA são injetáveis, tendo sido descritas reações locais e 
sistêmicas no momento da aplicação. Após ser absorvido na corrente sanguínea, o 
fingolimode é metabolizado e se torna análogo ao lipofosfolipídio esfingosina 1-fosfato, 
cuja sinalização implica em acúmulo de linfócitos T e B nos órgãos linfoides secundários, e 
consequente redução da sua disponibilidade na corrente sanguínea e no SNC, o que provoca 
um efeito imunoprotetor na EMSR. 
O exemplo mais bem-sucedido de anticorpo monoclonal para tratamento de EMSR 
é o natalizumab, um anticorpo humanizado que se liga a integrinas expressas em leucócitos, 
com exceção dos neutrófilos. Trata-se de um anticorpo recombinante da classe IgG4 
específico para as moléculas α4β1 e α4β7, bloqueando a interação entre as integrinas e seus 
respectivos ligantes. Dessa forma, a adesão leucocitária no endotélio da barreira 
hematoencefálica é prejudicada, reduzindo migração das células do sistema imune para o 
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SNC. (Polman et al., 2006). O natalizumab, assim como o fingolimode, atualmente é 
prescrito para pacientes não responsivos a IFN-β e acetato de glatirâmer. 
 
Modelos experimentais de esclerose múltipla 
 
Os pacientes com EM manifestam a doença de forma variável entre si e ao longo de 
sua progressão, o que dificulta o desenvolvimento de um modelo experimental que abranja 
as características clínicas e patológicas da doença com robustez (Ben-Nun et al., 2014). A 
primeira evidência da possível utilização de modelo experimental de EM ocorreu a partir da 
observação de que parte dos indivíduos vacinados contra raiva apresentou sinais 
neuroparalíticos agudos. A vacina era preparada a partir da medula espinal de coelhos 
imunizados com o vírus da raiva. Estudos subsequentes mostraram que esse efeito colateral 
teria sido provocado por antígenos da medula dos coelhos, especialmente a proteína básica 
da mielina (MBP, myelin basic protein). Desde então, a EAE tem sido utilizada como 
modelo animal para neuroinflamação autoimune (Laatsch et al., 1962; Ben-Nun et al., 
2014). A EAE pode ser induzida de forma passiva quando camundongos recebem, de forma 
adotiva, linfócitos T encefalitogênicos provenientes de animais portadores de EAE (Ben-
Nun et al., 2014). 
O desenvolvimento da doença depende do antígeno utilizado, do animal exposto a 
ele e da via de sensibilização (ativa ou passiva). Ratos de Lewis, por exemplo, quando 
imunizados ativamente apresentam uma forma aguda e monofásica da EAE, 
correspondente a um episódio de surto com paralisia completa dos membros e remissão 
progressiva, em um período de 20 dias. No caso da transferência adotiva de linfócitos T 
encefalitogênicos, os ratos apresentam os sintomas na forma de surto e remissão, em uma 
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forma menos severa e com ciclos de desmielinização mais rápidos, de uma semana 
(Engelhardt et al., 1989). A imunização de camundongos C57BL/6 com peptídeo MOG35-55 
em suspensão com Adjuvante Completo de Freund (CFA, do inglês Complete Adjuvant of 
Freund) e duas doses de toxina de Pertussis resulta em uma EAE potencialmente 
multifásica, com vários episódios de surto e remissão. Os primeiros sintomas aparecem 
entre 9 e 14 dias após a imunização e atingem um pico após 3 a 5 dias, com recuperação 
parcial durante os 10 a 20 dias seguintes (Bittner et al., 2014). Esse é um dos modelos 
animais de EAE mais amplamente utilizados, gerando resultados confiáveis e replicáveis 
(Ben-Nun et al., 2014) (Bittner et al., 2014). 
 
Antimaláricos no tratamento da esclerose múltipla 
 
A primaquina (PQ) é um fármaco antimalárico derivado da quinolina, assim como a 
cloroquina (Figura 1). Ela foi sintetizada pela primeira vez em 1946 nos Estados Unidos, 
como consequência de um grande esforço científico voltado a aprimorar o tratamento de 
doenças tropicais na primeira metade do século XX. Nesta época, soldados de várias 
regiões do mundo batalharam em países tropicais, onde havia a necessidade de erradicar as 
infecções regionais, como a malária. A PQ se destacou entre outras 12 mil 8-
aminoquinolinas com potencial antimalárico sintetizadas nessa época, em razão de sua alta 
eficácia e baixa toxicidade em comparação com as demais drogas, além da facilidade de 
armazenamento em temperatura ambiente (Hay et al., 2004; Vale et al., 2009). 
Com o fim da Segunda Guerra Mundial, a primaquina passou a ser utilizada em 
associação com a cloroquina, o que culminou na erradicação da doença das regiões 
19 
 
temperadas e subtropicais, e consequentemente diminuiu o interesse dos investidores de 
países desenvolvidos na pesquisa de novos tratamentos contra a malária. 
Apesar de ser considerada um fármaco de baixa toxicidade na população em geral, a 
primaquina e seus metabólitos podem agravar quadros de hematotoxicidade em indivíduos 
com deficiência na enzima glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PD), devido a uma mutação 
recessiva ligada ao cromossomo X (Ashley et al., 2014). Essa enzima catalisa a primeira 
etapa da via das pentoses fosfato, colaborando para a recuperação dos níveis celulares de 
NADPH. Sendo assim, os eritrócitos de indivíduos com deficiência na atividade da G6PD 
ficam mais expostos a radicais livres que são liberados como subprodutos dos ciclos de 
oxigenação e desoxigenação da hemoglobina, o que pode levar a um quadro de anemia 
hemolítica, e esse efeito é agravado na presença de primaquina. Essa deficiência genética 
também está relacionada com um fenótipo protetor quanto à malária (Kondrashin et al., 
2014). 
 
Figura 1 – Estrutura química dos antimaláricos primaquina e cloroquina e do seu precursor, a 
quinolina. As moléculas de primaquina e cloroquina são classificadas respectivamente como 8-
aminoquinolina e 4-aminoquinolina, como evidenciado pela numeração dos átomos de carbono nos anéis da 
quinolina. 
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De forma análoga à cloroquina, a primaquina é uma base fraca que se acumula nos 
endossomos do hospedeiro, neutralizando o pH ácido dessa vesícula; como consequência, 
essa droga acaba inibindo o processamento e a apresentação de antígenos, sendo portanto 
uma substância imunomoduladora. Além disso, a primaquina se acumula nos endossomos 
devido à alta concentração de íons H
+
, o que favorece a protonação e neutralização das 
cargas da molécula e inibe o seu transporte através da membrana de volta para o 
citoplasma. O mecanismo de ação da primaquina sobre o plasmódio ainda é pouco 
conhecido, embora algumas evidências apontem que ela possa agir rompendo a membrana 
mitocondrial do parasita ou gerando estresse oxidativo (Hill et al., 2006). A primaquina é o 
único antimalárico utilizado atualmente na eliminação de uma forma latente de 
Plasmodium vivax, o hipnozoíto, que se aloja nos hepatócitos e pode desencadear uma 
recaída em pacientes com malária que foram submetidos a tratamento esquizonticida, ou 
seja, que elimina a forma do parasito que está presente no sangue (Wells et al., 2010). 
Neste contexto, a utilização de primaquina no tratamento de EAE merece ser 
investigada. 
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Com base no exposto, foram objetivos desse trabalho: 
a) Caracterizar um possível efeito imunomodulador da primaquina sobre a 
neuroinflamação autoimune em camundongos C57BL/6; 
b) Investigar a modulação de células dendríticas diferenciadas in vitro visando fins 
terapêuticos. 
Para isso, foram delineadas três abordagens experimentais, descritas a seguir: 
 
i. Investigação dos efeitos da administração direta de primaquina em 
camundongos portadores de EAE. Camundongos da linhagem C57BL/6 
fêmeas foram imunizados com neuropeptídeo para o desenvolvimento de EAE. 
Após o estabelecimento da doença, os animais foram tratados com primaquina 
em doses diárias por cinco dias consecutivos. A severidade da doença bem 
como parâmetros imunológicos foram avaliados (Figura 2). 
 
 
Figura 2. Abordagem utilizada para avaliação dos efeitos da administração direta de primaquina sobre 
o curso da EAE em camundongos C57BL/6. 
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ii. Investigação da participação de células T reguladoras elicitadas pelo 
tratamento com primaquina sobre a redução dos sinais clínicos de EAE. 
Foram realizados experimentos visando investigar os efeitos terapêuticos da 
transferência adotiva de células Treg derivadas de animais tratados com PQ na 
progressão da doença (Figura 3). A abordagem utilizada para esse fim foi 
semelhante à usada anteriormente no tratamento direto com primaquina. 
 
 
 
Figura 3. Abordagem utilizada para avaliação dos efeitos da transferência adotiva de células T 
reguladoras de camundongos tratados com PQ em animais portadores de EAE. 
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iii. Investigação do potencial terapêutico de células dendríticas moduladas in 
vitro com PQ. Nesta etapa, células dendríticas foram diferenciadas a partir de 
precursores de medula óssea e moduladas in vitro com PQ. Foram analisados: 
(a) o perfil fenotípico e funcional de DCs moduladas e (b) o potencial 
terapêutico da modulação de DCs através de ensaios de transferência adotiva 
(Figura 4). 
 
 
Figura 4. Avaliação do efeito modulador da primaquina em células dendríticas diferenciadas in vitro. 
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1. Animais. Camundongos C57BL/6 fêmeas de seis semanas, procedentes do 
Centro Multidisciplinar para Investigação Biológica na Área da Ciência em Animais de 
Laboratório (CEMIB/UNICAMP), foram mantidos em condições livres de patógenos com 
água e ração autoclavados ad libitum, sendo a temperatura e o fotoperíodo controlados em 
ciclos de 12 horas durante todos os experimentos. Cada grupo experimental foi formado por 
seis animais. Os protocolos envolvendo animais de laboratório foram executados de acordo 
com as normas da Sociedade Brasileira de Ciência em Animais de Laboratório 
(SBCAL/COBEA) e foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais 
(CEUA/UNICAMP – protocolo nº 3345-1 – Anexo).  
 
2. Indução de Encefalomielite Autoimune Experimental. A indução e avaliação 
de EAE seguiram protocolos previamente descritos (Miller e Karpus, 2007). Camundongos 
foram imunizados por via subcutânea (s.c.) com emulsão de antígenos. O preparo da 
emulsão seguiu-se da combinação de 50 µL de solução de MOG35-55 
(MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK, 2mg/mL, Genescript, EUA) e igual volume de CFA 
(4mg/mL de Mycobacterium tuberculosis inativa e liofilizada, Sigma, EUA). Cada 
camundongo foi imunizado com 100 µg do peptídeo de neuroantígeno. Os animais foram 
também imunizados com duas doses via intraperitoneal (i.p.) de toxina de Pertussis 
(exotoxina produzida pela bactéria Bordetella pertussis, 200 ng por dose, Sigma, EUA) em 
0 e 48 horas após a aplicação do antígeno de MOG. A evolução e a severidade da EAE 
foram avaliadas por 17 dias a partir do décimo dia após imunização de acordo com sistema 
de escore clínico na escala de 0-5, onde: 0, não doente; 1,perda de tônus da cauda; 2, 
fraqueza dos membros posteriores; 3, paralisia dos membros posteriores; 4, fraqueza ou 
paralisia dos membros anteriores juntamente com os posteriores; 5, agonizando ou morto. 
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3. Tratamento com primaquina. Bisfosfato de Primaquina (Sigma-Aldrich, EUA) 
foi reconstituído em solução salina tamponada (PBS 0,02M pH 7,2), e os camundongos 
foram tratados diariamente com 3 mg.kg
-1
 de primaquina por via i.p. por 5 dias 
consecutivos a partir do aparecimento dos primeiros sintomas de paralisia. A 
existência/inexistência de efeitos colaterais ao uso de primaquina, como alterações no 
sistema imune e mortalidade dos animais, foi acompanhada em grupos controle. 
 
4. Análise histopatológica do Sistema Nervoso Central. Ao término do período de 
acompanhamento, os animais dos diferentes grupos foram anestesiados com 50 µL de 
solução de xilazina (10 mg/kg) e quetamina (80 mg/kg) por via intramuscular. Em seguida, 
foi feita uma incisão no abdômen e no diafragma, para expor o coração. O átrio direito foi 
rompido com tesoura cirúrgica e os animais foram perfundidos no ventrículo esquerdo com 
20 mL de salina tamponada com fosfato (PBS, do inglês phosphate buffer saline, 0,02 M, 
pH=7,2) seguido de 20 mL de formalina 10%. A região lombar da medula espinal, onde se 
encontram os motoneurônios que inervam os membros posteriores, foi cuidadosamente 
removida e desidratada em solução de sacarose 10% por 24 horas e sacarose 20% por mais 
48 horas. Em seguida, os tecidos foram congelados em n-heptano e incluídos em solução 
criopreservante (TissueTek
®
, Sakura, JP), cortados em criostato (cortes de 12 µm de 
espessura) e corados com hematoxilina/eosina (H&E), para análise histológica.  
 
5. Avaliação da inflamação no Sistema Nervoso Central. Parte dos cortes de 
medula espinal foi submetida a análise por imunofluorescência para visualização de células 
expressando Iba-1, marcador de micróglia, e GFAP, marcador de reatividade glial. Os 
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cortes foram lavados duas vezes com PBS 0,1 M por 10 minutos e cada lâmina foi incubada 
com 900 µL de solução de bloqueio (soro fetal 5 % em PBS 0,1 M) por 1 hora à 
temperatura ambiente, lavada novamente com PBS 0,1 M por 10 minutos e incubadas 
overnight com os anticorpos primários de coelho anti-Iba-1 diluído 700 vezes e de cabra 
anti-GFAP diluído 1000 vezes em solução de marcação (PBS 0,1 M + 0,2 % de Triton + 
1,5 % de soro fetal). Após mais duas lavagens em PBS 0,1 M por 10 minutos, as amostras 
foram incubadas com anticorpos secundários diluídos 500 vezes conjugados a Cy2 ou Cy3 
específicos para os anticorpos primários. As reações foram analisadas em microscópio de 
epifluorescência (Leica, GER). 
 
6. Extração de RNA da medula lombar. A extração de RNA total foi feita com o 
reagente Trizol, seguindo orientações do fabricante (Gibco Inc., USA). Para cada amostra 
de medula foram adicionados 300 µL de Trizol em um tubo de fundo cônico, e o tecido foi 
macerado. Trizol em quantidade suficiente para completar 1 mL de solução foi adicionado 
posteriormente. Na sequência, foi adicionado 250 µL de clorofórmio (Sigma-Aldrich, 
USA). Os tubos foram agitados vigorosamente por 10 segundos, incubados a 4ºC por 10 
minutos e centrifugados a 12000 g por 15 minutos a 4ºC. A fase aquosa, contendo RNA, foi 
cuidadosamente transferida para um tubo novo, ao qual foram adicionados 500 µL de 
isopropanol gelado. As amostras foram incubadas por 20 minutos a -20ºC. Em seguida, o 
RNA foi precipitado por meio de centrifugação a 12000 g por 15 minutos a 4ºC. Após duas 
lavagens em 500 µL de etanol 95%, as amostras foram incubadas em temperatura ambiente 
para facilitar evaporação dos resquícios de etanol. As amostras de RNA foram suspensas 
em 20 µL de água deionizada e livre de RNAse, sendo então armazenadas em biofreezer a -
80ºC. Uma alíquota de 1 µL de cada amostra foi utilizada para quantificação do RNA 
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(ThermoScientific, Waltham, MA, EUA), sendo a razão entre as absorbâncias a 260 nm e 
280 nm considerada aceitável no intervalo entre 1,9 e 2,0. 
 
7. Síntese de DNA complementar. As amostras de RNA extraídas da medula 
lombar foram suspensas em água deionizada e livre de RNAse (1 µg de RNA para 10 µL 
de água), e submetidas à síntese de DNA complementar utilizando o kit de transcrição 
reversa High Capacity (Applied Biosystems), de acordo com orientações do fabricante. As 
informações sobre os reagentes do kit utilizados para preparar o tampão High Capacity 2x 
seguidos dos respectivos volumes constam na Tabela 1. 
 
Composição da solução para transcrição reversa 
Reagente Volume (µL) 
Amostra 10 
Tampão de transcrição reversa 10x 2 
Mistura de dNTPs 25x (100 mM) 0,8 
Primers aleatórios de transcrição reversa 10x 2 
Transcriptase reversa MultiScribe 1 
Inibidor de RNAse 1 
Água deionizada e livre de RNAse 3,2 
Tabela 1. Composição do tampão High capacity 2x utilizado na síntese de cDNA das amostras de RNA 
extraídas da medula lombar dos camundongos. Os volumes fornecidos correspondem a uma única amostra 
de RNA. A preparação do tampão foi realizada em gelo.  
 
Foram misturados 10 µL de cada amostra de RNA com o mesmo volume do tampão 
High Capacity 2x. Em seguida os tubos foram rapidamente centrifugados (short spin, para 
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eliminar eventuais bolhas) e colocados em equipamento termociclador. Os tempos de 
incubação para a transcrição reversa, seguindo recomendações do fabricante, foi de 10 
minutos a 25ºC, 120 minutos a 37ºC, 5 minutos a 85ºC. As bibliotecas de cDNA foram 
armazenadas em biofreezer a -80ºC até a realização da reação de PCR em tempo real. 
 
8. Reações de PCR em tempo real. A expressão quantitativa dos genes Foxp3 
(Mm00475162_m1), IL-10 (Mm00439614_m1), TGF-β (Mm01227699_m1), TNF-α 
(Mm00443258_m1), IL-17 (Mm00439618_m1), IFN-γ (Mm01168134_m1), RORγt 
(Mm01261022_m1)e GATA3 (Mm00484683_m1) nos tecidos foi analisada através de 
reações de PCR em tempo real, utilizando-se o sistema TaqMan em um aparelho ABI 
Prism 7500 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Diferentes oligonucleotídeos e 
sondas para a amplificação do controle endógeno GAPDH (Mm99999915_g1) e dos genes 
de interesse foram empregados. Em uma placa de 96 poços foi adicionado o DNA 
complementar sintetizado a partir das amostras de RNA (5 µL da amostra diluída 20 vezes) 
juntamente com 6,25 µL o reagente TaqMan Gene Expression Master Mix
TM
 (Applied 
Biosystems, Foster City, CA, EUA), 0,625 µL dos primers dos genes de interesse 
mencionados acima e 0,625 µL de água deionizada e livre de RNAse. Foi feito um short 
spin para eliminar as bolhas e a placa foi levada para o aparelho de RT-PCR programado 
para 2 minutos a 50ºC, 10 minutos a 95ºC e 50 ciclos de 15 segundos a 95ºC e 1 minuto a 
60ºC. Os resultados foram analisados com base no valor de CT (cicle threshold, ou ciclo 
limiar), sendo esse o ponto correspondente ao número do ciclo no qual a amplificação 
atinge um dado limiar. Os gráficos estão expressos como uma expressão relativa, tendo 
como padrão o grupo naïve (método do 2
-ΔΔCT
). 
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9. Isolamento e transferência adotiva de células T reguladoras de camundongos 
tratados com primaquina. Camundongos naïve foram tratados diariamente com PQ 3 
mg.kg
-1
 via i.p. por 5 dias consecutivos e sacrificados três dias após a última dose. 
Linfócitos CD4
+
CD25
+
 (Treg) e CD4
+
CD25
-
 (células T efetoras) foram isolados do baço 
por esferas magnéticas segundo recomendações do fabricante (Mouse CD4
+
CD25
+
 (Treg) 
cells FlowComp Dynabeads, Life Technologies, USA). Os baços foram retirados 
cirurgicamente e destruídos com auxílio de embolo e peneira para o preparo de suspensões 
celulares. Após lise de hemácias em tampão hipotônico (ACK, amônio-cloreto-potássio), as 
células foram isoladas. Este método de isolamento celular consiste em duas etapas 
sequenciais: (i) isolamento de células CD4
+
 por seleção negativa e (ii) seleção positiva de 
células CD4
+
CD25
+
. Para tanto, foram adicionados 100 µL de um coquetel de anticorpos 
contra marcadores de linhagem celular, exceto CD4. As amostras foram incubadas por 20 
minutos a 4ºC. Após lavagens, as células foram ressuspensas em 1 mL de tampão de 
isolamento (PBS 0,02M pH7,2 + 3% SFB, EDTA 1mM) gelado e incubadas com esferas 
magnéticas por 15 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, as células foram 
isoladas por separação negativa sob campo magnético por 2 minutos. A suspensão celular 
contendo as células CD4
+-
 foi incubada com 15 µL de anticorpos anti-CD25 de 
camundongos, e a amostra foi incubada por 20 minutos a 4ºC. Após lavagens, as células 
foram ressuspensas em 250 µL de tampão de isolamento gelado, e foram adicionados 75 
µL das esferas magnéticas para células mTreg (CD25), seguido de 15 minutos de incubação 
à temperatura ambiente. Novamente o tubo foi posicionado em um magneto por 2 minutos, 
e o sobrenadante contendo células T efetoras (CD4
+
CD25
-
) foi coletado. As demais células 
(CD4
+
CD25
+
) foram ressuspensas em 250 µL de Release Buffer, permanecendo incubadas 
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por 20 minutos em temperatura ambiente e novamente submetidas a um campo magnético 
por 2 minutos para separá-las das esferas. Após lavagens, as populações celulares foram 
ressuspendidas em Salina 0,15M e transferidas adotivamente a camundongos portadores de 
EAE por via endovenosa (plexo retro-orbital, 100 µL por camundongo). Foram avaliadas a 
progressão do quadro clínico durante 20 dias e a infiltração de células inflamatórias no 
SNC, como mencionado anteriormente. 
 
10. Geração, modulação e transferência adotiva de células dendríticas. 
 
10.1. Diferenciação de células dendríticas a partir de precursores de 
medula óssea. Células dendríticas (DCs) foram diferenciadas da medula óssea de 
camundongos C57BL/6 seguindo recomendações previamente descritas (Thome, Issayama, 
Alves Da Costa, et al. (2014). Os fêmures e tíbias foram coletados a partir de camundongos 
naïve, o tecido muscular foi removido e as extremidades dos ossos foram cortadas com 
tesoura cirúrgica estéril. Posteriormente, a medula óssea foi retirada em meio RPMI 
completo (meio RPMI suplementado com 2 mercaptoetanol 2mM + 10% SFB e 
gentamicina 50 µg/mL). As células foram centrifugadas por 5 minutos a 1500 rpm e 4ºC e 
ressuspensas em meio RPMI completo suplementado com sobrenadante de cultura de 
células L929 produtoras de GM-CSF (10 % em volume), doravante denominado meio 
RPMI condicionado. A suspensão celular foi semeada em garrafas de cultura e incubada a 
37ºC por sete dias. O meio de cultura foi trocado a cada dois dias por novo meio 
condicionado. Este método de cultivo proporciona culturas celulares com pureza de células 
dendríticas (CD11c
+
MHC-II
+
) em 95%. 
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10.2. Modulação de DCs in vitro. Para modulação de sua atividade 
funcional, as DCs diferenciadas in vitro foram retiradas das placas de cultura no oitavo dia 
de cultivo e semeadas em novas placas de seis poços, na presença de lipopolissacarídeo 
(LPS, 1 ng/mL), MOG35-55 (10 µg/mL) e PQ em quatro concentrações diferentes (25 µM, 
50 µM, 100 µM e 200 µM). O controle negativo foi tratado com PBS, e o positivo com 
dexametasona (1 µM), um composto que induz um perfil tolerogênico nas DCs. As células 
foram incubadas a 37°C por 24 horas em estufa contendo 5% de CO2, e alíquotas dessas 
células foram coletadas das culturas para avaliação de seus marcadores de superfície por 
citometria de fluxo. Essas alíquotas foram centrifugadas a 1500 rpm por 5 minutos a 4ºC, 
suspensas em PBS 0,02 M pH 7,2, marcadas com os anticorpos anti-MHC-II, anti-CD86, 
anti-DEC205, anti-CD8α e anti-CCR7 diluídos 100 vezes durante 20 minutos e analisadas 
em citômetro de fluxo Gallios, Becman-Coulter localizado no Departamento de Genética, 
Evolução e Bioagentes do Instituto de Biologia da UNICAMP e analisadas no programa 
FlowJo (FlowJo Inc.). As células restantes foram utilizadas em ensaios de proliferação 
antígeno-específica de células T (apresentação de antígenos) e de transferência adotiva para 
camundongos C57BL/6, conforme descrito adiante. 
 
10.3. Enriquecimento de linfócitos T esplênicos e ensaio de cocultura. 
Após o sacrifício dos animais por deslocamento cervical, seus baços foram removidos com 
assepsia, transferidos em placas de Petri contendo meio de cultura sem soro, divulsionados 
com o auxílio de peneira e sedimentados por centrifugação. Os linfócitos foram 
enriquecidos em populações de linfócitos T a partir de centrifugação em gradiente de 
Percol (Sigma). As células foram ressuspensas em 4mL de Solução Isotônica de Percol 
70%. Posteriormente, 3mL de Solução Isotônica de Percol 30% foram adicionados 
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cuidadosamente sobre a suspensão celular. As amostras foram submetidas a centrifugação 
por 20 minutos a 320g e 4ºC sem freio. Ao fim da centrifugação, as células presentes na 
interface das soluções de Percol foram coletadas e lavadas em meio RPMI completo. As 
células foram então semeadas em placas de 96 poços na concentração de 5x10
5
 
células/poço contendo células dendríticas diferenciadas e moduladas como acima na 
proporção de 1:1 em número de células. As coculturas foram incubadas por 96h a 37ºC. Ao 
término do período de incubação, os linfócitos T foram analisados, por citometria de fluxo, 
quanto à sua proliferação específica e diferenciação em células produtoras de citocinas 
IFN-γ e IL-10. 
 
10.4. Transferência adotiva de células dendríticas. As DCs moduladas 
como no item anterior foram coletadas com cell scrapper, ressuspendidas em 5 mL de PBS 
0,02 M, pH 7,2 e centrifugadas a 350 g por 5 minutos a 4ºC. Uma alíquota foi retirada para 
a contagem de células em câmara de Neubauer e a concentração foi ajustada para 1,5.10
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células/mL, e foram transferidos 100 µL da suspensão de células tratadas com PQ ou PBS 
para camundongos dos grupos experimentais três dias antes da imunização com MOG35-55, 
por via endovenosa pelo plexo retro-orbital. 
 
11. Citometria de fluxo. A avaliação das proteínas de superfície celular e 
intracelular foi realizada por marcação com anticorpos monoclonais diretamente 
conjugados com seus respectivos fluorocromos. Células derivadas do baço ou de cultivo in 
vitro foram centrifugadas a 1500 rpm por 5 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi descartado e 
as amostras foram suspensas em 100 µL de PBS 0,02 M, pH 7,2 com anticorpos específicos 
para moléculas de superfície em diluição 1:100, e incubadas por 20 minutos a 4ºC. As 
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células foram novamente centrifugadas a 1500 rpm por 5 minutos a 4ºC, o sobrenadante foi 
descartado e as amostras foram incubadas com 100 µL de solução permeabilizante por 20 
minutos. Foi feita uma nova centrifugação a 1500 rpm por 5 minutos a 4ºC, e as células 
foram incubadas com 100 µL de PBS 0,02 M, pH 7,2 com anticorpos específicos para 
moléculas intracelulares, por 30 minutos a 4ºC As células marcadas foram adquiridas em 
citômetro de fluxo (Gallios, Becman-Coulter) localizado no Departamento de Genética, 
Evolução e Bioagentes do Instituto de Biologia da UNICAMP e analisadas no programa 
FlowJo (FlowJo Inc.). 
 
12. Análise estatística. Os resultados foram analisados pelo teste t de Student e 
análise de variância (ANOVA), determinando-se como estatisticamente significativas as 
diferenças com valores de p0,05. Para a elaboração dessas análises, foi utilizado o 
Software GraphPad Prism. 
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Efeito terapêutico da primaquina sobre a encefalomielite autoimune 
experimental. 
Para verificar se a primaquina apresenta um efeito protetor sobre a neuroinflamação 
autoimune, camundongos C57BL/6 (n=12) foram imunizados com 100 µL de uma emulsão 
contendo 100 µg de peptídeo MOG35-55 e igual volume de CFA (por camundongo) via 
subcutânea, e duas doses intraperitoneais de toxina de Pertussis (200 ng por dose) no 
momento da injeção do neuroantígeno e 48 horas depois. Decorridos dez dias da indução de 
EAE, ao surgimento dos primeiros sinais clínicos, metade dos camundongos foi tratada 
com PQ (3mg.kg
-1
) por cinco dias consecutivos, e o curso da EAE foi acompanhado 
diariamente. Como controles, parte dos camundongos não recebeu primaquina (grupo EAE) 
e outra parte não foi submetida à indução de EAE nem recebeu o tratamento com PQ 
(grupo naïve). 
 
a. Redução da severidade dos sintomas da EAE em camundongos 
C57BL/6 após tratamento com PQ. 
O acompanhamento diário do quadro clínico mostrou que os camundongos 
imunizados com neuroantígeno desenvolveram fraqueza progressiva dos membros a partir 
da cauda e membros posteriores em direção aos anteriores, em concordância com 
resultados da literatura (Mendel et al., 1995). Além disso, o tratamento com PQ realizado 
nos animais imunizados reduziu significativamente a severidade do quadro clínico da EAE 
(Figura 5), indicando um efeito terapêutico do fármaco sobre a doença. 
 
b. Redução do infiltrado celular no SNC após tratamento com PQ. 
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Para avaliar a presença de infiltrados celulares no SNC de camundongos tratados ou 
não com PQ, camundongos foram mortos dezessete dias após a indução de EAE e a região 
lombar da medula espinal foi extraída cuidadosamente e fixada em formalina. As amostras 
foram submetidas a protocolo de inclusão em meio de criossustentação. Cortes de 12 µm de 
espessura foram feitos e corados com hematoxilina e eosina (H&E) para identificação de 
infiltrados celulares no SNC. Os resultados obtidos mostraram que os animais portadores 
de EAE que foram tratados com PQ apresentaram redução no infiltrado celular da região 
lombar da medula espinal em comparação com o grupo não tratado, como mostrado na 
Figura 6.  
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Figura 5 – Efeito da PQ sobre o curso da EAE. Camundongos C57BL/6 fêmeas (n=12) foram imunizados 
com 100 µg de MOG35-55 via subcutânea e duas doses de toxina de Pertussis (200 ng por dose) via 
intraperitoneal. Dez dias após a imunização, metade dos camundongos foi tratada com PQ (3mg.kg
-1
) por 
cinco dias consecutivos. A) O quadro clínico de EAE foi acompanhado diariamente e os resultados mostraram 
uma redução na severidade da doença. B) Linhas de regressão linear e de intervalo de confiança de 95% 
mostram que a melhora dos sinais clínicos entre os grupos foi estatisticamente significativa. Os dados são 
representativos de três experimentos independentes com resultados similares, e as diferenças foram 
consideradas significativas para p<0,05 (*). 
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Figura 6 – Análise de infiltrado celular no SNC de camundongos portadores de EAE. Camundongos 
C57BL/6 fêmeas (n=12) foram imunizados com 100 µg de MOG35-55 e toxina de Pertussis (200 ng). Dez dias 
após a imunização, metade dos camundongos foi tratada com PQ (3mg.kg
-1
) por cinco dias consecutivos. Aos 
dezessete dias da indução de EAE, os camundongos foram sacrificados e a região lombar da medula espinal 
foi coletada cuidadosamente e submetida a inclusão e microtomia (cortes de 12 µm de espessura). Os tecidos 
foram corados com H&E para evidenciar presença de infiltrado celular no SNC. Observa-se uma redução na 
frequência de células infiltrantes no SNC dos camundongos portadores de EAE que foram tratados com PQ, 
em comparação com os grupos controle. Imagens representativas de três experimentos independentes com 
resultados similares. Aumento de 400 vezes. 
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Redução da inflamação neural e da infiltração de células da glia no SNC após 
tratamento com PQ. 
Para verificar o contexto inflamatório no SNC, células da microglia (Iba-1
+
) foram 
analisadas na região lombar da medula espinhal de camundongos portadores de EAE. Para 
tanto, camundongos foram imunizados com neuroantígenos e tratados com PQ como 
descrito anteriormente. Aos dezessete dias da imunização, os animais foram mortos e a 
região lombar da medula espinhal foi coletada e processada para análises histopatológicas. 
Foram realizados cortes de 12 µm de espessura em criostato e, posteriormente, as amostras 
foram submetidas a marcação com anticorpos monoclonais anti-Iba-1. As marcações 
específicas foram reveladas por meio de incubação dos cortes com anticorpos secundários 
conjugados a fluorocromos e analisados em microscópio de epifluorescência. A análise das 
amostras mostrou que os tecidos de camundongos portadores de EAE sem tratamento 
apresentaram elevada frequência de células Iba-1
+
 quando comparados com material de 
camundongos dos grupos naïve e PQ. Por outro lado, a medula lombar de camundongos 
pertencentes ao grupo EAE+PQ apresentou menor frequência de células de microglia em 
comparação com animais do grupo EAE (Figura 7). 
Um dos indicativos de inflamação neural é a expressão de GFAP (do inglês, Glial 
fibrillary acidic protein) por células da glia (Eng et al., 2000). Para averiguar se 
camundongos EAE apresentam maior expressão de GFAP, os cortes histológicos foram 
incubados com anticorpos anti-GFAP e analisados em epifluorescência. Os resultados 
obtidos mostraram uma expressão maior de GFAP no SNC de camundongos portadores de 
EAE e menor expressão em camundongos tratados. Essas observações sugerem que o 
tratamento com PQ reduz a expressão de GFAP no SNC de camundongos portadores de 
EAE (Figura 7).  
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Figura 7 – Tratamento com PQ reduz a presença de células que expressam Iba-1 e GFAP no SNC. 
Camundongos C57BL/6 fêmeas (n=12) foram imunizados com 100 µg de MOG35-55 e toxina de Pertussis (200 
ng). Dez dias após a imunização, metade dos camundongos foi tratada com PQ (3mg.kg
-1
) por cinco dias 
consecutivos. Aos dezessete dias da indução de EAE, os camundongos foram sacrificados e a região lombar 
da medula espinal foi coletada cuidadosamente e submetida a inclusão e microtomia (cortes de 12 µm de 
espessura). Os tecidos foram incubados com anticorpo primário anti-Iba-1, seguida da adição de anticorpo 
secundário conjugado a Cy2, para evidenciar a presença de microglia. Outra parte foi incubada com anticorpo 
primário anti-GFAP, seguida da adição de anticorpo secundário conjugado a Cy3. As preparações foram 
analisadas em microscópio de epifluorescência. Imagens foram adquiridas no software Las EZ (Leica, 
Alemanha), e a quantificação da densidade integrada de pixels foi feita com o software ImageJ (NIH, EUA). 
Imagens com aumento de 200 vezes e representativas de dois experimentos com resultados similares. As 
diferenças entre os grupos foram consideradas significativas para p<0,05. 
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Melhora do quadro clínico de EAE independe da produção de IFN-γ e IL-10 por 
linfócitos T auxiliares. 
Para verificar se a redução da severidade da EAE pelo tratamento com PQ é 
resultante da modulação da produção diferenciada de citocinas por linfócitos T CD4
+
, 
dezessete dias após a indução de EAE os animais foram mortos e os baços foram retirados 
assepticamente. Os órgãos foram rompidos com auxílio de êmbolo e peneira de aço para o 
preparo de suspensões celulares. As células foram incubadas com anticorpos anti-CD3/PE-
Cy7 e anti-CD4/APC-Cy7 para marcação de moléculas de superfície. Posteriormente, as 
células foram fixadas/permeabilizadas e incubadas com anticorpos anti-IFN-γ/PE e anti-IL-
10/APC. As preparações foram analisadas em citômetro de fluxo. Os dados obtidos 
mostraram que células T CD4
+
 de camundongos tratados com primaquina produziram 
maior IFN-γ do que as células dos animais dos grupos naïve e EAE. Por outro lado, a 
produção de IL-10 não foi estatisticamente diferente entre os grupos (Figura 8). Esses 
resultados indicam que a melhora no quadro clínico dos animais tratados com PQ 
independe da produção de IFN-γ e IL-10 por células presentes nos órgãos linfoides 
secundários. No entanto, a possibilidade de que as células tenham migrado para o SNC 
devido à inflamação não pode ser descartada, uma vez que os animais foram sacrificados 
em um momento tardio da evolução da EAE. 
 
Tratamento com PQ resulta em alterações nos níveis de expressão gênica de 
mediadores inflamatórios. 
Uma vez que a severidade da EAE se correlaciona com um aumento na expressão 
de mediadores inflamatórios in loco, os camundongos portadores de EAE foram mortos 
quatorze dias após a imunização a fim de se comparar a expressão de genes de mediadores 
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inflamatórios nos grupos tratado e não tratado com PQ. A porção lombar da medula espinal 
foi coletada e submetida a extração de RNA. Após conversão em cDNA, a expressão 
gênica de TNF-α, IL-17, IFN-γ, GATA-3, FOXP3, IL-10 e TGF-β foi analisada por RT-
PCR. Os resultados obtidos mostraram que os camundongos pertencentes ao grupo 
EAE+PQ apresentaram redução significativa na expressão gênica de mediadores pró-
inflamatórios (TNF-α, IFN-γ, IL-17 e GATA-3) ao passo que a expressão de FOXP3, IL-10 
e TGF-β se apresentou aumentada em relação ao grupo EAE (Figura 9), o que está de 
acordo com a hipótese de que as células produtoras de mediadores pró e anti-inflamatórios 
haviam migrado para o SNC. 
 
Administração de primaquina promove aumento na frequência de células T 
reguladoras. 
Tendo em vista que camundongos tratados com primaquina não apresentaram 
alterações na produção de IFN-γ e IL-10, ao passo que houve um aumento na expressão 
gênica de FOXP3, IL-10 e TGF-β no SNC de camundongos do grupo EAE+PQ, os 
experimentos seguintes tiveram por finalidade avaliar a possível participação de linfócitos 
T reguladores na modulação da resposta imune pela primaquina. Para tanto, camundongos 
naïve foram tratados com primaquina, como descrito anteriormente, e os animais foram 
mortos três dias após a última dose. A frequência de células Treg (CD4
+
CD25
+
FOXP3
+
) foi 
avaliada. Os resultados obtidos mostraram que camundongos tratados com PQ 
apresentaram maior frequência de células Treg em comparação com animais não tratados 
(Figura 10A). Posteriormente, as células Treg foram avaliadas quanto a expressão de 
CTLA-4 e LAP, importantes moléculas associadas à sua função moduladora. Foram 
utilizados anticorpos anti-CTLA-4 e anti-LAP conjugados com os fluoróforos APC e 
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PECy7, respectivamente. As análises mostraram que não houve diferença na expressão das 
duas moléculas entre os grupos analisados (Figura 10B). Essas observações indicam que a 
rápida expansão de células Tregs promovida pela administração de PQ não alterou seu 
fenótipo. 
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Figura 8 – Análise da frequência de células produtoras de IFN-γ e IL-10 em baços de camundongos 
portadores de EAE. Camundongos C57BL/6 fêmeas (n=12) foram imunizados com 100 µg de MOG35-55 e 
toxina de Pertussis (200 ng). Dez dias após a imunização, metade dos camundongos foi tratada com PQ 
(3mg.kg
-1
) por cinco dias consecutivos. Aos dezessete dias da indução de EAE, os camundongos foram 
sacrificados e os baços coletados para análise da presença de células T produtoras de IFN-γ e IL-10 por 
citometria de fluxo, utilizando anticorpos anti-CD4, anti-IFN-γ e anti-IL10 conjugados aos fluorocromos 
FITC, PE e APC, respectivamente. Dados representativos de dois experimentos independentes. 
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Figura 9. Alteração na expressão de mediadores inflamatórios no SNC após tratamento com PQ. O 
nível de expressão dos genes FOXP3, IL-10, TGF-β, IL-17, IFN-γ, RORγt e GATA3 por RT-PCR em SNC 
de camundongos aos dezessete dias da indução de EAE foram quantificados por RT-PCR. Os resultados 
foram avaliados por teste de Mann-Whitnney sendo os valores de p<0,05 (*) considerados significativamente 
distintos. Dados representativos de três experimentos independentes com resultados similares. 
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Figura 10 – Efeito da administração de primaquina sobre a frequência e a ativação de células T 
reguladoras na periferia. Camundongos C57BL/6 (n=6) foram tratados com primaquina (3mg/kg) por cinco 
dias consecutivos por via i.p. Três dias após a última dose de PQ, os animais foram sacrificados e as células 
do baço foram marcadas com anticorpos anti-CD4, anti-Foxp3, anti-CTLA-4 e anti-LAP conjugados com os 
fluorocromos FITC, PE, APC e PE-Cy7, respectivamente. A) Os resultados mostram que o grupo tratado com 
PQ apresentou uma frequência aumentada de células T reguladoras (CD4
+
Foxp3
+
) na periferia. B) Apesar do 
aumento da frequência de células Treg no baço, não houve alteração significativa na expressão de moléculas 
marcadoras de ativação das células Treg. 
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Transferência de células T reguladoras para camundongos portadores de EAE 
Para avaliar se a modulação da EAE pelo tratamento com PQ é dependente da 
atuação de células T reguladoras, camundongos C57BL/6 foram tratados com PQ com 
descrito anteriormente. As células Treg (CD4
+
CD25
+
) foram isoladas empregando-se 
esferas magnéticas segundo recomendações do fabricante (FlowComp Dynabeads) e 
transferidas adotivamente para camundongos portadores de EAE, dez dias após a 
imunização com neuroantígeno. Como controles, os animais receberam células T efetoras 
(CD4
+
CD25
-
) provenientes de camundongos tratados com PQ. 
 
a. Redução da severidade dos sintomas da EAE em camundongos 
C57BL/6 após transferência de células Treg. 
O acompanhamento diário do quadro clínico mostrou que os camundongos 
imunizados com MOG35-55 recipientes de células Treg isoladas de animais tratados com PQ 
desenvolveram uma forma mais branda da doença (Figura 11). 
 
b. Redução do infiltrado celular no SNC após tratamento com PQ. 
Para avaliar a presença de infiltrados celulares no SNC de camundongos receptores 
de células Treg, camundongos foram mortos dezessete dias após a indução de EAE e a 
região lombar da medula espinal foi extraída cuidadosamente e fixada em formalina. As 
amostras foram submetidas a protocolo de inclusão em meio de criossustentação. Cortes de 
12 µm de espessura foram feitos e corados com hematoxilina e eosina (H&E). Os 
resultados obtidos mostraram que os animais portadores de EAE que receberam 
adotivamente células Treg apresentaram uma redução no infiltrado celular da região lombar 
da medula espinal em comparação com o grupo não tratado, como mostrado na Figura 12. 
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c. Redução na expressão de marcadores inflamatórios no SNC de 
camundongos que receberam adotivamente células T reguladoras.  
Para verificar o contexto inflamatório no SNC dos animais submetidos à terapia 
com células Treg, células da microglia (Iba-1
+
) e moléculas marcadoras de inflamação 
neural (GFAP) foram analisadas na região lombar da medula espinhal de camundongos 
recipientes de células Treg e de animais dos grupos controle, como anteriormente. Os 
cortes histológicos foram incubados com anticorpos anti-GFAP e anti-Iba-1e analisados em 
epifluorescência. Os resultados obtidos mostraram uma expressão maior de GFAP no SNC 
de camundongos portadores de EAE e menor expressão em camundongos submetidos à 
terapia com células Treg provenientes de animais tratados com PQ, mostrando o efeito 
neuroprotetor dessas células (Figura 13). 
 
d. Alteração na expressão gênica de mediadores inflamatórios no SNC 
de camundongos recipientes de células Treg. 
Foi analisada a expressão dos genes Foxp3, IL-10, TGF-β, TNF-α, IL-17, IFN-γ, 
RORγt e GATA-3 no SNC, como anteriormente. Os camundongos portadores de EAE 
recipientes de células Treg foram sacrificados e tiveram a região lombar da medula espinal 
removida. As amostras foram submetidas a extração de RNA total em Trizol, síntese de 
DNA complementar e PCR em tempo real dos genes de interesse. É possível observar um 
aumento na expressão dos genes TNF-α, IFN-γ e GATA-3 no grupo tratado com células 
Treg em comparação com os animais que receberam células T efetoras (Figura 14) 
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Figura 11 – Atenuação do quadro clínico da EAE mediada por células T reguladoras. 
Camundongos C57BL/6 fêmeas foram receberam adotivamente células Treg (CD4
+
CD25
+
) isoladas de 
camundongos tratados com PQ. Essas células foram isoladas empregando-se esferas magnéticas segundo 
recomendações do fabricante (FlowComp Dynabeads) e transferidas adotivamente para camundongos 
portadores de EAE, dez dias após a imunização com peptídeo MOG. Como controles, os animais receberam 
células T efetoras (CD4
+
CD25
-
) provenientes de camundongos tratados com PQ. A) O quadro clínico de EAE 
foi acompanhado diariamente e os resultados mostraram uma redução na severidade da doença. B) Linhas de 
regressão linear e de intervalo de confiança de 95% mostram que a melhora dos sinais clínicos entre os grupos 
foi estatisticamente significativa. Os dados são representativos de três experimentos independentes com 
resultados similares, e as diferenças foram consideradas significativas para p<0,05 (*). 
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Figura 12 – Análise histológica do SNC de camundongos portadores de EAE submetidos a 
transferência adotiva de células T reguladoras a partir de animais tratados com PQ. Camundongos 
C57BL/6 (n=6) foram tratados com primaquina (3mg.kg
-1
) por cinco dias consecutivos por via i.p. Três dias 
após a última dose de PQ, os animais foram sacrificados e as células T reguladoras (CD4
+
CD25
+
) foram 
isoladas empregando-se esferas magnéticas. Essas células foram transferidas adotivamente para camundongos 
portadores de EAE dez dias após a imunização por via endovenosa. Como controles, camundongos receberam 
células T efetoras (CD4
+
CD25
-
). Aos vinte e um dias da indução de EAE, os camundongos foram mortos e a 
região lombar da medula espinhal foi coletada cuidadosamente e submetida a inclusão e microtomia (cortes 
de 12 µm de espessura). As amostras foram coradas com H&E para evidenciar presença de infiltrado celular. 
Aumento de 400 vezes. 
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Figura 13 – Tratamento com PQ reduz a presença de células que expressam Iba-1 e GFAP no SNC. 
Camundongos C57BL/6 fêmeas (n=12) foram imunizados com 100 µg de MOG35-55 e toxina de Pertussis (200 
ng). Dez dias após a imunização, metade dos camundongos foi tratada com PQ (3mg.kg
-1
) por cinco dias 
consecutivos. Aos dezessete dias da indução de EAE, os camundongos foram sacrificados e a região lombar 
da medula espinal foi coletada cuidadosamente e submetida a inclusão e microtomia (cortes de 12 µm de 
espessura). Os tecidos foram incubados com anticorpo primário anti-Iba-1, seguida da adição de anticorpo 
secundário conjugado a Cy2, para evidenciar a presença de microglia. Outra parte foi incubada com anticorpo 
primário anti-GFAP, seguida da adição de anticorpo secundário conjugado a Cy3. As preparações foram 
analisadas em microscópio de epifluorescência. Imagens foram adquiridas no software Las EZ (Leica, 
Alemanha), e a quantificação da densidade integrada de pixels foi feita com o software ImageJ (NIH, EUA). 
Imagens com aumento de 200 vezes e representativas de dois experimentos com resultados similares. As 
diferenças entre os grupos foram consideradas significativas para p<0,05. 
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Figura 14 – Alteração na expressão de mediadores inflamatórios no SNC após tratamento com PQ. O 
nível de expressão dos genes FOXP3, IL-10, TGF-β, IL-17, IFN-γ, RORγt e GATA3 por RT-PCR em SNC 
de camundongos portadores de EAE e tratados com células T reguladoras ou efetoras foi quantificado por 
RT-PCR. Os resultados foram avaliados por teste de Mann-Whitnney sendo os valores de p<0,05 
considerados significativamente distintos. Dados representativos de três experimentos independentes com 
resultados similares. 
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Efeito da primaquina sobre células dendríticas cultivadas in vitro 
 
 Para investigar o efeito da primaquina sobre DCs in vitro, células progenitoras da 
medula óssea do fêmur e tíbia de camundongos C57BL/6 naïve foram cultivadas em meio 
RPMI suplementado com SFB e sobrenadante de células L929 produtoras de GM-CSF, 
sendo o meio trocado a cada dois dias. No oitavo dia, o sobrenadante foi descartado, as 
células foram lavadas com PBS e ressuspensas em meio RPMI contendo diferentes 
concentrações de PQ (25 µM, 50 µM, 100 µM e 200 µM), sendo os grupos controle 
tratados com PBS ou dexametasona 1 µM, um composto que confere à DC um fenótipo 
tolerogênico (Pena et al., 2013). As células foram incubadas por 18 horas a 37ºC em estufa 
com 5% CO2, e marcadas com anticorpos específicos para moléculas marcadoras de 
maturação de DCs (MHC classe II, CD86, DEC205, CD8α e CCR7). A análise fenotípica 
das DCs mostrou que o tratamento com PQ promoveu aumento da expressão de todas as 
moléculas analisadas (Figura 15). 
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Figura 15 – Efeito da primaquina na expressão de moléculas marcadoras de maturação em células 
dendríticas. Foi feita uma cultura de DCs diferenciadas a partir da medula óssea de fêmures e tíbias de 
camundongos C57BL6 em meio RPMI condicionado. Uma vez diferenciadas, as DCs foram tratadas com 
primaquina 25 µM, 50 µM, 100 µM ou 200 µM por 24 horas. Os grupos controle foram formados por culturas 
tratadas com PBS ou dexametasona, um composto que induz fenótipo tolerogênico nas DCs. Após o 
tratamento, as células foram marcadas com os anticorpos anti-MHC-II, anti-CD86, anti-DEC205, anti-CD8α e 
anti-CCR7 conjugados aos fluorocromos APC, PE-Cy5, PE-Cy7, PerCP e PE, respectivamente. 
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Alteração na atividade de apresentação de antígenos de células dendríticas tratadas com 
primaquina 
 
Células dendríticas tratadas com primaquina (DC-PQ) apresentaram aumento na 
expressão de marcadores de maturação. Tendo em vista que DCs são apresentadoras de 
antígenos profissionais especializadas na ativação de linfócitos T naïve, a atividade de DC-
PQ foi avaliada em experimento de cultura conjunta com linfócitos T. Para tanto, 
camundongos naïve foram sacrificados e tiveram seu baço removido, macerado e 
enriquecido em células T por gradiente de densidade. Essas células foram mantidas durante 
96 horas em cultura com DCs pulsadas com MOG35-55 e LPS. Foram avaliadas as 
frequências de células em proliferação (Ki-67
+
) produtoras de IFN-γ e IL-10 por citometria 
de fluxo. Como esperado, os dados obtidos mostram que a células T não estimuladas com 
DCs apresentam pouca produção de citocinas e proliferação (Figura 16). Entretanto, a 
presença de DC-PBS e DC-PQ proporcionou a ativação de células T. Culturas conduzidas 
na presença de DC-PQ apresentaram produção significativamente maior de IL-10 quando 
comparadas com as demais. Esses achados indicam que o tratamento com PQ subverte a 
função estimuladora de DCs tornando-as tolerogênicas (tolDCs). 
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Figura 16 – Frequência de linfócitos T em proliferação produtores de citocinas. Células dendríticas 
foram diferenciadas a partir da medula óssea de camundongos naïve, estimuladas com MOG35-55 e LPS e 
mantidas em cocultura com linfócitos T naïve. Após 96 horas, as células foram marcadas com anticorpos 
específicos para Ki-67, um marcador de proliferação celular, e para as citocinas IFN-γ e IL-10. Os anticorpos 
estavam conjugados aos fluorocromos PerCP, PE e APC, respectivamente. Dados representativos de dois 
experimentos com resultados similares. 
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Investigação do potencial terapêutico de DCs tratadas com PQ in vitro na 
neuroinflamação autoimune.  
A administração do antimalárico primaquina promoveu uma melhora no quadro 
clínico de EAE. Contudo, agentes com propriedades anti-plasmódio são, em sua maioria, 
tóxicos. Foi verificado que o consumo crônico de cloroquina acarreta em efeitos deletérios 
aos pacientes com artrite reumatoide (Levy et al., 1997; Marmor et al., 2011; Thome, 
Lopes, et al., 2013). Neste sentido, foi proposto recentemente por nosso grupo a modulação 
in vitro de DCs e sua posterior transferência adotiva como meio de superar a toxicidade 
(Thome, Issayama, Digangi, et al., 2014). Nesta etapa do estudo foi avaliado se a 
transferência adotiva de células dendríticas tratadas com primaquina resultaria em melhora 
do quadro clínico de EAE. 
 
a) Atenuação do quadro clínico de camundongos portadores de EAE que 
receberam DCs tratadas com PQ. 
 
A evolução da doença foi acompanhada diariamente durante 15 dias. Os animais que 
receberam DCs tratadas com o fármaco manifestaram um escore clínico significativamente 
menor em comparação com os grupos controle (Figura 17). 
 
b) Análise do perfil inflamatório do infiltrado celular em camundongos 
submetidos a terapia com células dendríticas 
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Os camundongos recipientes de DCs moduladas com PQ foram sacrificados e tiveram o 
encéfalo enriquecido em células T por gradiente de densidade (Percoll). As células foram 
analisadas quanto à expressão de moléculas na superfície e no meio intracelular. Foi 
obsrevado um aumento na expressão de células T CD4 ou CD8 que expressam o fator de 
transcrição Foxp3, característico de células T reguladoras (Figura 18). Por outro lado, não 
houve alteração significativa na frequência de células dendríticas, células NK, células NKT 
e granulócitos (Figura 19). No entanto, houve um aumento na frequência de células T 
produtoras da citocina IL-10 no SNC dos camundongos que receberam DCs tratadas com 
PQ, em comparação com os demais grupos (Figura 20). A molécula CXCR4, receptor da 
quimiocina CXCL12, também apresentou uma expressão aumentada no SNC de 
camundongos recipientes de DCs tratadas com PQ (Figura 21). 
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Figura 17 – Atenuação do quadro clínico da EAE em camundongos recipientes de células dendríticas 
tratadas in vitro com primaquina. Camundongos portadores de EAE foram submetidos à transferência 
adotiva de DCs tratadas in vitro com primaquina, pulsadas com MOG35-55 e estimuladas com LPS, três dias 
antes da indução da doença. O quadro clínico dos animais foi acompanhado diariamente. Pode ser observada 
uma diminuição do escore clínico da EAE nos camundongos que receberam DCs tratadas com PQ, em 
comparação com os outros grupos, mostrando que a primaquina exerce um efeito tolerogênico nas DCs. 
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Figura 18 – Aumento na frequência de células T reguladoras no SNC de animais que receberam DCs 
tratadas com PQ. Camundongos que receberam células dendríticas tratadas com PQ ou PBS foram 
sacrificados, decapitados e as células infiltrantes do encéfalo foram enriquecidas por gradiente de densidade 
(Percoll) e marcadas com anticorpos anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8, anti-Foxp3 e anti-IL-7Rα conjugados 
com os fluorocromos PE-Cy5, FITC, APC-Cy7, APC e PE, respectivamente. Foi observado um aumento na 
frequência de células T reguladoras CD4
+
 ou CD8
+
. A expressão em células T do receptor de IL-7, que 
normalmente é reduzida em células Treg, não se apresentou significativamentr diferente entre os grupos. 
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Figura 19 – Caracterização de leucócitos infiltrantes no SNC. Camundongos que receberam células 
dendríticas tratadas com PQ ou PBS foram sacrificados, decapitados e as células infiltrantes do encéfalo 
foram enriquecidas por gradiente de densidade (Percoll) e marcadas com anticorpos específicos para a 
identificação de células dendríticas (MHC-II
+
CD11c
+
), células natural killer (NK1.1
+
CD3
-
), células NKT 
(NK1.1
+
CD3
-
) e granulócitos (GR1
+
CD45
+
). Foran utilizados anticorpos específicos para as moléculas CD45, 
NK1.1, CD3, MHC-II, CD11c e GR1 conjugados com os fluorocromos PE-Cy7, FITC, APC-Cy7, PerCP-
Cy5, APC e PE, respectivamente. A análise por citometria de fluxo revelou que não houve alterações 
significativas na frequência dessas células entre os grupos 
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Figura 20 - Caracterização funcional de linfócitos T infiltrantes no SNC. Camundongos que receberam 
células dendríticas tratadas com PQ ou PBS foram sacrificados, decapitados e as células T infiltrantes do 
encéfalo foram enriquecidas por gradiente de densidade (Percoll) e marcadas com anticorpos específicos para 
CD4, CD8, IFN-γ e IL-10 conjugados com os fluorocromos PerCP-Cy5, APC-Cy7, PE e APC, 
respectivamente, para análise em citômetro de fluxo. Os gráficos mostram que, embora não haja diferenças 
significativas na frequência de células produtoras de IFN- γ entre os grupos, houve um aumento na proporção 
de linfócitos T CD4
+
 que expressam a citocina anti-inflamatória IL-10 no grupo que recebeu adotivamente 
DCs tratadas com PQ. 
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Figura 21 – Expressão de receptores de quimiocinas em linfócitos infiltrantes no SNC. Foram isolados os 
linfócitos T do SNC de camundongos portadores de EAE que receberam adotivamente células dendríticas 
tratadas com primaquina ou com PBS. Essas células foram marcadas com anticorpos específicos para as 
moléculas CD3, CD4, CD8 e os receptores de quimiocina CCR7, CCR9 e CXCR4, conjugados com os 
fluorocromos APC-Cy7, PerCP-Cy5, APC, PE, FITC e PE-Cy7, respectivamente, e analisados em citômetro 
de fluxo Gallios, Becman-Coulter. Os gráficos mostram que as células T presentes no SNC de camundongos 
que receberam adotivamente DCs tratadas in vitro com PQ apresentaram uma maior expressão do receptor 
CXCR4 em comparação com os grupos controle. 
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Neste trabalho mostramos que a administração de primaquina, um composto 
pertencente à família das 8-aminoquinolinas, apresenta efeito protetor sobre o 
desenvolvimento de neuroinflamação autoimune. Tal fenômeno se correlacionou com um 
aumento na frequência de células T reguladoras na periferia do sistema imune bem como 
numa redução da expressão de genes de citocinas inflamatórias no Sistema Nervoso Central 
de camundongos portadores de Encefalomielite Autoimune Experimental, modelo murino 
de esclerose múltipla humana. 
O emprego terapêutico de formulações antimaláricas em condições inflamatórias de 
origem autoimune tem gerado resultados promissores. Por exemplo, a administração de 
diidroartemisinina via i.p. durante sete dias a partir da imunização com neuroantígeno 
atenuou o quadro clínico da EAE inibindo a diferenciação de linfócitos T CD4
+
 e 
promovendo a geração de células Treg por meio da modulação da via do mTOR (Zhao et 
al., 2012). Outro análogo da artemisinina, o SM934, quando administrado por via oral um 
dia após a imunização com neuroantígeno reduz a severidade da EAE em camundongos 
C57BL/6 aumentando a produção de citocinas anti-inflamatórias e reduzindo as 
inflamatórias no sistema imune periférico, e induzindo a expansão de células Treg (Li et 
al., 2013). Semelhantemente, em pacientes portadores de artrite reumatoide submetidos a 
tratamento com hidroxicloroquina ou cloroquina apresentaram melhora significativa do 
inchaço das articulações bem como um aumento no limiar de dor (Thome, Lopes, et al., 
2013). Embora alguns estudos tenham demonstrado um efeito profilático de drogas 
antimaláricas, tal abordagem não corresponde a um regime de tratamento clínico. Em nosso 
estudo, verificamos que a aplicação de primaquina na dose de 3mg/kg por cinco dias 
consecutivos resultou em melhora da severidade da EAE já estabelecida. 
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O tratamento de doenças autoimunes usualmente se baseia na utilização de fármacos 
anti-inflamatórios de amplo espectro, especialmente os antirreumáticos modificadores de 
doença (DMARDs, do inglês Disease Modifying Anti-Rheumatic Drugs). Neste sentido, a 
aplicação de metotrexato (MTX) em pacientes portadores de RA resultou em melhora do 
quadro clínico (Symmons, 2002). Os efeitos observados se correlacionaram com uma 
redução na infiltração de células inflamatórias no líquido sinovial das articulações, 
decréscimo nos níveis séricos de citocinas inflamatórias e aumento na frequência de células 
T reguladoras em sangue periférico (Kremer et al., 1986; Xinqiang et al., 2010; Szalay et 
al., 2014). Não obstante, a administração de MTX a pacientes com EM mostrou-se eficaz 
na redução das placas escleróticas e no quadro clínico durante o surto da doença (Goodkin 
et al., 1995; Olek et al., 1996). Semelhantemente, a rapamicina, um bloqueador seletivo da 
via do alvo da rapamicina de mamíferos (mTOR, do inglês Mammalian Target of 
Rapamycin), tem se mostrado eficaz no controle da inflamação exacerbada de pacientes 
com colite ulcerativa (Bhonde et al., 2008), artrite reumatoide (Laragione e Gulko, 2010) e 
esclerose múltipla (Dello Russo et al., 2013). Alguns estudos mostraram que o bloqueio das 
vias mTOR induz a diferenciação de linfócitos T naïve em células T reguladoras (Howie et 
al., 2014; Sugiyama et al., 2014). 
Células T reguladoras são linfócitos T capazes de suprimir a resposta imune 
inflamatória. Desde sua caracterização em 2003 por Shimon Sakaguchi (Sakaguchi, 2003), 
muitos estudos foram realizados com o objetivo de compreender seu papel fisiológico, 
imunobiológico e em enfermidades. Células Treg são diferenciadas em naturais (nTregs) ou 
induzidas (iTregs) (Bluestone e Abbas, 2003). Células nTregs são diferenciadas durante o 
processo de seleção negativa de linfócitos T no timo, ao passo que células iTregs são 
geradas na periferia do sistema imune a partir de linfócitos T naïve em contato com 
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microambiente supressor (Whiteside et al., 2012). Os mecanismos de ação de células Tregs 
são dependentes de contato celular e também de citocinas inibitórias secretadas no 
microambiente (Bettini e Vignali, 2009). Para modular a resposta imune por contato, as 
células Tregs apresentam uma ampla gama de proteínas de superfície associadas à 
supressão celular, como a proteína associada a linfócito T citotóxico (CTLA-4, do inglês 
Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated Protein 4), a proteína relacionada a TNF induzida por 
glicocorticoide (GITR, do inglês Glucocorticoid-induced TNF-related protein), o ligante de 
morte programada 1 (PD-L1, do inglês Programmed Death-Ligand 1), a proteína 
coestimuladora de célula T induzível (ICOS, do inglês Inducible T Cell Costimulator) e o 
Fas-Ligante (Lee, H. M. et al., 2011; Shevach, 2011). Foi verificado que células Tregs 
deficientes na expressão de CTLA-4 apresentam capacidade supressora deficiente 
(Kosmaczewska et al., 2001; Krummey e Ford, 2014). De igual modo, a falha na expressão 
dos componentes previamente citados em células Tregs levou a perda de sua capacidade 
supressora (Luczynski et al., 2009; Zheng et al., 2013). Células Tregs, principalmente 
iTregs, exercem sua função moduladora por meio da secreção de citocinas anti-
inflamatórias, tais como TGF-β, IL-10 e IL-27 (Bluestone e Abbas, 2003). A deficiência na 
atividade de células T reguladoras está associada a um aumento na predisposição ao 
desenvolvimento de doenças autoimunes. Sabe-se, por exemplo, que a deficiência na 
expressão do gene Foxp3 causa a desregulação imune, poliendocrinopatia, enteropatia 
ligada ao cromossomo X (IPEX, do inglês immune dysregulation, polyendocrinopathy, 
enteropathy, X-linked) em humanos e scurfy em camundongos (Chatila et al., 2000; 
Ramsdell e Ziegler, 2014). Por outro lado, o aumento na frequência de células Tregs é 
associado a um bom prognóstico no tratamento de doenças autoimunes inflamatórias (Yun 
et al., 2010; Gong et al., 2014). Em nosso estudo, verificamos que o tratamento com 
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primaquina promoveu uma expansão da população de células T reguladoras em 
camundongos naïve. Camundongos portadores de EAE e tratados com PQ apresentaram um 
aumento significativo na expressão de Foxp3, IL-10 e TGF-β no SNC. 
Outra característica de DMARDs é supressão da produção de citocinas 
inflamatórias por células do sistema imune. Foi observado que o tratamento in vitro de 
linfócitos T e macrófagos com MTX resultou em decréscimo da produção de TNF-α, IL-6 e 
IL-12 e aumento na produção de IL-10 (Becker et al., 1998). Semelhantemente, pacientes 
com RA apresentaram redução dos níveis séricos de IL-6 após tratamento com MTX 
(Kraan et al., 2004; Cutolo et al., 2006). Em nosso modelo, verificamos que camundongos 
portadores de EAE apresentaram expressão elevada no SNC de genes de citocinas 
inflamatórias (IFN-γ, TNF-α, IL-17), ao passo que o SNC de animais pertencentes ao grupo 
tratado com primaquina expressou tais genes em quantidade significativamente menor. 
Esses achados indicam que primaquina exerce efeito imunomodulador semelhante ao de 
outros fármacos como metotrexato, rapamicina e cloroquina. 
Durante a neuroinflamação, a resposta imune in loco também deve ser reduzida pelo 
tratamento com DMARDs. As células que compõem o SNC, especialmente os neurônios, 
são sensíveis a distúrbios no microambiente (Gemma, 2010). Além disso, na EM, os 
neurônios juntamente com leucócitos são mediadores da inflamação no SNC (Anastasiadou 
et al., 2015). Foi verificado que, na vigência da inflamação, neurônios se apresentam 
alterados quanto à sua função e plasticidade fenotípica, com aumento na taxa de apoptose e 
redução na transmissão dos impulsos nervosos (Akiyama et al., 2000; Yuan e Yankner, 
2000). Igualmente, células de micróglia, células sentinelas do SNC, se apresentam ativadas 
e com elevada produção de citocinas inflamatórias em pacientes portadores de Esclerose 
Múltipla (Kreutzberg, 1996; Nimmerjahn et al., 2005; Block et al., 2007). Neste trabalho 
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observamos que o tratamento com primaquina exerceu um efeito protetor sobre as células 
da glia, uma vez que a frequência de células positivas para GFAP (do inglês Glial fibrillary 
acidic protein) e Iba-1 (marcador de micróglia) foi significativamente menor nos animais 
tratados em comparação com animais não tratados. Interessantemente, a transferência 
adotiva de células T reguladoras obtidas de camundongos tratados com primaquina foi 
capaz de suprimir a neuroinflamação por mecanismos similares aos observados no 
tratamento direto com o fármaco. 
Foi observado uma expansão de células iTreg, uma vez que não houve alteração na 
expressão de CTLA-4 entre os grupos de camundongos tratados ou não com primaquina. 
Ao contrário de células nTregs, que são geradas no timo por meio de estímulos oriundos de 
células do estroma, as células iTregs necessitam de sinais ambientais providos por células 
dendríticas teciduais (Kosten e Rustemeyer, 2014). A diferenciação de iTregs a partir de 
linfócitos T naïve em coculturas com DCs é dependente, entre outros mediadores, da 
liberação de ácido retinoico, óxido nítrico e da quebra de triptofano por células dendríticas 
(Lee, S. W. et al., 2011). Não obstante, a secreção de citocinas anti-inflamatórias IL-10, 
TGF-β1 e IL-27 por DCs promove um microambiente propício à diferenciação de iTregs in 
vitro e in vivo (Taylor et al., 2006; Neufert et al., 2007). Tais achados indicam o papel 
fundamental desempenhado por DCs na manutenção do repertório de iTregs in vivo. 
Consequentemente, a modulação in vitro de DCs e sua posterior transferência 
adotiva pode se tornar uma abordagem interessante à ingestão de medicamentos 
citotóxicos. Experimentalmente, foi demonstrado que o tratamento de DCs com mitomicina 
C promoveu a geração de DCs tolerogênicas (tolDCs) (Terness et al., 2008). A 
transferência adotiva de DCs tratadas com mitomicina C foi suficiente para reduzir a 
severidade da EAE (Terness et al., 2008). Outros compostos apresentaram ação 
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semelhante, como dexametasona, diidroartemisinina e cloroquina (Donia et al., 2010; Zhao 
et al., 2012; Thome, Moraes, et al., 2013). Nosso grupo demonstrou que a cloroquina 
modula a atividade de DCs gerando tolDCs. As tolDCs geradas por cloroquina induzem a 
diferenciação de células T reguladoras produtoras de IL-10 ao passo que suprimem a 
atividade células Th17 (Thome, Issayama, Digangi, et al., 2014). Interessantemente, a 
atividade das tolDCs é dependente da liberação de óxido nítrico, uma vez que DCs geradas 
a partir de camundongos nocaute para iNOS foram incapazes de modular a ativação de 
linfócitos T (Verinaud et al., 2014). No presente estudo, foi verificado que células 
dendríticas tratadas com primaquina apresentaram aumento na expressão de marcadores de 
maturação quando comparadas com DCs não tratadas. Tal fenótipo em DCs se 
correlacionou com a diferenciação de linfócitos T produtores de IL-10 em experimentos de 
cultura conjunta. Linfócitos T especializados na produção e secreção de IL-10 
correspondem a uma população de iTregs chamada Tr1 (Chevalier et al., 2015). O perfil 
tolerogênico de DCs tratadas com primaquina se comprovou por meio da supressão do 
desenvolvimento de EAE em camundongos que receberam adotivamente tais células. 
Semelhantemente ao observado em experimentos in vitro, a transferência adotiva de 
DC-PQ promoveu a expansão in vivo de células T reguladoras e linfócitos T produtores de 
IL-10. Tais Tregs migraram ao SNC de camundongos portadores de EAE e suprimiram a 
resposta inflamatória autoimune. Além de um aumento na subpopulação de linfócitos T 
responsáveis pela modulação da resposta imune, camundongos recipientes de DC-PQ 
apresentaram alterações na expressão de receptores de quimiocinas nos linfócitos T que 
infiltraram o SNC. Verificou-se um aumento significativo na expressão de CXCR4 e 
decréscimo na de CCR7 e CCR9. A literatura relata que a sinalização por CXCR4 em 
células da glia promove a diferenciação de progenitores de oligodendrócitos e 
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remielinização das lesões de pacientes portadores de esclerose múltipla (Patel et al., 2010). 
Não está totalmente esclarecido o efeito que a migração de células T CXCR4
+
 teria sobre o 
curso da EAE. No entanto, estudos demonstraram que células Treg podem expressar este 
receptor de quimiocina (Righi et al., 2011; Yan et al., 2011; Patel et al., 2014). 
Tomados em conjunto, nossos resultados indicam que a primaquina, um fármaco da 
classe das 8-aminoquinolinas, apresenta efeito modulador sobre o sistema imune, incutindo 
na expansão de células T reguladoras e subversão da atividade de apresentação de 
antígenos de células dendríticas. A aplicação de primaquina resultou em melhora do quadro 
clínico de Encefalomielite Autoimune Experimental. Ainda assim, os mecanismos 
envolvidos na modulação do sistema imune pela primaquina necessitam de maiores 
aprofundamentos. Uma maior compreensão das vias de sinalização e ativação estimuladas 
pela primaquina favorecerá sua utilização na terapia clínica de pacientes portadores de 
Esclerose Múltipla. 
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Os resultados obtidos neste estudo evidenciam uma melhora significativa no quadro 
clínico de EAE após o tratamento com primaquina. A redução da severidade da doença se 
correlacionou com um aumento na frequência de células T reguladoras e inibição da 
atividade de células dendríticas. 
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